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Določevanje ogljikovih hidratov s fluorescenčno detekcijo 
Povzetek: Za analizo ogljikovih hidratov je danes v uporabi mnogo različnih metod, v 
industrijski rabi je večina kromatografskih. V diplomskem delu opisujem kromatografsko 
določitev ogljikovih hidratov s fluorescenčno detekcijo. V sklopu tega sem optimiziral gradient 
za ločbo mešanice ogljikovih hidratov, primerjal med sabo tri različna barvila za fluorescenčno 
določitev ogljikovih hidratov in preveril obstojnost derivatov na sobni temperaturi in v 
zmrzovalniku. Za končno metodo sem izvedel tudi validacijo, kar je vključevalo preverjanje 
ponovljivosti, linearnosti in pa določitev meje detekcije in kvantifikacije. 
Ključne besede: Ogljikovi hidrati, fluorescenčna detekcija, tekočinska kromatografija, HILIC, 
2-AB, 2-AA, 2-AP 
 
 
Carbohydrate determination using fluorescence detection 
Abstract: There are many different analytical procedures for carbohydrate determination, most 
of them used in the industry are chromatographic. In this diploma thesis I discuss 
chromatographic determination of carbohydrates with fluorescence detection. As part of this 
thesis I optimized the mobile phase gradient for the separation of a carbohydrate mixture, I 
compared three different labels used for carbohydrate detection with fluorescence and I checked 
the stability of the derivatives at room temperature and in a freezer. I also performed validation 
of the final method, which included checking of repeatability, linearity and determination of 
the limit of detection and quantification. 
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1.1. Ogljikovi hidrati 
Ogljikovi hidrati so skupina organskih spojin, sestavljenih iz ogljikovih, vodikovih in kisikovih 
atomov. V bioloških sistemih so zelo pomembni kot vir energije za delovanje celic, kot gradbeni 
material za ogrodja živih organizmov, kot surovine za sintezo drugih spojin, so pa tudi sestavni 
del DNA, pomemben del v prenosu informacij v celici.  
Najbolj znan predstavnik ogljikovih hidratov je glukoza, katere molekulska formula je 
C6H12O6; iz formule je razvidno razmerje med ogljikom, vodikom in kisikom 1:2:1, ki velja 
večinoma za enostavne monosaharide.[1] 
1.2. Saharidi 
Drugi izraz, ki se uporablja za ogljikove hidrate je tudi saharidi, ki izhaja iz grške besede 
sakkharon, ki je označevala današnjemu trsnemu sladkorju podobno snov, ki so jo v antiki 
uvažali iz Indije. V uporabi je tudi izraz sladkorji, a ga v znanstveni terminologiji najdemo le 
redko, gre za bolj trivialen izraz. Mnogo sladkorjev je poimenovanje dobilo po njihovem izvoru, 
na primer fruktoza (sadni sladkor) in laktoza (mlečni sladkor).[2] 
Saharidi se med seboj razlikujejo po osnovnih gradnikih, številu teh osnovnih gradnikov (DP- 
degree od polymerization) in pa tudi kako so ti gradniki povezani med sabo. Monomeri se med 
seboj povezujejo z α- in β-glikozidnimi vezmi. Saharide glede na število monomerov, ki jih 
vsebujejo delimo v štiri skupine: monosaharidi (en monomer), disaharidi (dva monomera), 
oligosaharidi (od 3 do nekje 10 monomerov) in polisaharidi (od nekje 10 monomerov dalje).[3] 
 
1.2.1. Monosaharidi 
Monosaharidi so najbolj enostavni predstavniki saharidov, kot monomeri se sestavljajo v di-, 
oligo- in polisaharide. Ne vsebujejo glikozidnih vezi, zato jih s hidrolizo ne moremo razgraditi. 
Lahko jih klasificiramo na tri različne načine: glede na vrsto funkcionalne skupine v aciklični 
obliki, glede na število C atomov, glede na optično aktivnost in glede na ciklično obliko.  
- Vrsta funkcionalne skupine: Tu jih ločimo v dve skupini, aldoze in ketoze. Aldoze v 
aciklični obliki vsebujejo aldehidno funkcionalno skupino, ketoze pa ketonsko 
funkcionalno skupino.[4] 
- Število C atomov: Tu jih ločimo glede na število ogljikovih atomov v verigi. Če so v 
verigi trije C atomi gre za triozo, če so štirje za tetraozo, če jih je pet za pentozo in 
tako dalje.[4] 
- Optična aktivnost: Tu jih ločimo na D- in L- monosaharide. To določimo iz Fisherjeve 
projekcije, glede na orientacijo hidroksi skupine vezane na center kiralnosti, ki je v 
verigi najdlje oddaljen od C atoma s karbonilno skupino. Za D-monosaharid gre če je 




Slika 1: Struktura D-glukoze (levo)  in L-glukoze (desno), prikazani v Fischerjevi projekciji 
- Ciklična oblika: Večina monosaharidov obstaja tudi v ciklični obliki, ki je 
termodinamsko bolj ugodna. Če se monosaharid ciklizira v petčlenski obroč gre za 
furanozo, če v šestčlenskega pa za piranozo. Ciklizacija aldoz vodi v nastanek 
hemiacetalov, ciklizacija ketoz pa v nastanek hemiketalov. Šestčlenski obroči so bolj 
termodinamsko stabilni od petčlenskih, saj je v šestčlenskem napetost obroča 
manjša.[1] 
Ko monosaharid ciklizira v hemiacetal oziroma hemiketal dobimo novi center kiralnosti. 
Ker sta odprta in ciklična oblika v ravnotežju, pride do variabilnosti orientacije na C atomu. 
Temu atomu rečemo anomerni C atom, procesu izomerizacije pa rečemo anomerizacija, 
tudi mutarotacija. Dve možni obliki, ki nastaneta imenujemo α- in β-anomer. Pri α-anomeru 
je OH skupina, ki je vezana na anomerni C-atom, pod ravnino obroča, pri β-anomeru pa nad 
ravnino obroča. Proces anomerizacije poteka v vodnih raztopinah, katalizirajo pa ga kisline 
in baze (slika 2).[1,5] 
 
Slika 2:Anomera D-glukoze: α-D-glukoza (levo) in β-D-glukoza (desno) 
Najbolj znani predstavniki monosaharidov so D-glukoza, D-glukoza, D-galaktoza, ki so vse 







Glukoza je najpomembnejši predstavnik monosaharidov, saj predstavlja glaven vir energije 
v metabolizmu mnogih organizmov. Ker ima šest C atomov in aldehidno skupino ga 
uvrščamo med aldoheksoze. V naravi najpogosteje najdemo D-glukozo, L-glukoza je zelo 
redka in jo pridobivamo sintetično. D-glukoza nastaja v naravi v rastlinah s procesom 
fotosinteze, ki je glavni naravni proces pretvorbe sončne energije v kemično.[5] 
 
1.2.2. Disaharidi in oligosaharidi 
Disaharidi so sestavljeni iz dveh monosaharidov, oligosaharidi pa iz treh do deset, med seboj 
so povezani z glikozidnimi vezmi. Glikozidna vez lahko nastane na več različnih mestih pri 
monosaharidih, kar vodi v veliko možnosti povezovanja med njimi in veliko strukturnih 
izomerov oligosaharidov. Najbolj preprost primer je maltoza, kjer se med sabo povežeta dve 
molekuli glukoze preko α(1,4)-glikozidne vezi. To pomeni da se glikozidna vez vzpostavi med 
prvim C atomom ene molekule glukoze in četrtim C atomom druge molekule, vez pa je glede 
na prvo molekulo obrnjena aksialno, od tod oznaka α. [4,5] 
Oligosaharide lahko ločimo glede na vezavo anomernih ogljikovih atomov. Če se dva anomerna 
C atoma povežeta med sabo in v molekuli ne ostane nobenega anomernega C atoma, ki ni del 
glikozidne vezi, gre za nereducirajoči oligosaharid, v primeru, ko v molekuli ostane vsaj eden 
anomerni C atom, ki ni vezan v glikozidni vezi, pa gre za reducirajoči oligosaharid. Maltoza 
(slika 3) je primer reducirajočega disaharida, saj na drugi molekuli glukoze ostane en anomeren 
C atom, ki ni del glikozidne vezi. Primer nereducirajočega disaharida je saharoza (slika 4), bolj 
znana kot namizni sladkor, ki je sicer sestavljena iz ene molekule glukoze in ene molekule 
fruktoze. [4,5] 
 
Slika 3:Struktura maltoze 
 





Polisaharidi so polimeri monosaharidov, ki so sestavljeni iz najmanj 10 monomerov. V naravi 
so trije najpogostejši polisaharidi celuloza, škrob in glikogen. Vsi trije so polimeri glukoze, 
njihove različne lastnosti pa so posledica različnih vezi med molekulami glukoze.  Celuloza je 
najpogostejša, molekule glukoze so pri celulozi med sabo povezane z β(1,4)-glikozidnimi 
vezmi. Med molekulami celuloze se vzpostavijo vodikove vezi, ki pripomorejo k strukturi, 
zaradi tega celuloza sestavlja celične stene rastlinskih celic. Škrob in glikogen v organizmih 
služita predvsem shranjevanju energije.[5]  
o Škrob 
Škrob najdemo predvsem v rastlinah, ki ga uporabljajo za shranjevanje hrane. Največ ga 
najdemo v raznih žitih, krompirju, koruzi in rižu. Sestavljata ga dve komponenti: amiloza 
(približno 20%) in amilopektin (približno 80%). Ločimo ju glede na topnost v vodi; oba sta 
topna v vroči vodi, amiloza pa je manj topna v mrzli vodi. Amiloza (slika 5) je po zgradbi zelo 
podobna celulozi, razlika je v orientaciji vezi na anomernem ogljiku. Vez, ki povezuje molekule 
glukoze med sabo, je tako α(1,4,)-glikozidna vez. Amilopektin (slika 6) je bolj razvejan, na 
vsake 20 do 25 molekul glukoze se na šesti C atom veže nova veriga glukoz. [5]  
 
Slika 5: Struktura amiloze 
 




1.3. Analizne metode za določevanje ogljikovih hidratov 
Zaradi prisotnosti in pomembnosti ogljikovih hidratov v mnogih panogah, se je za določevanje 
ogljikovih hidratov razvilo mnogo metod. Analiza ogljikovih hidratov je pomembna predvsem 
v živilski in farmacevtski industriji. Analizne metode ogljikovih hidratov lahko razdelimo v 4 
skupine: encimatske metode, fizikalne metode, kemijske metode in separacijske metode.[6] 
1.3.1. Encimatske metode 
Encimatske metode določevanja ogljikovih hidratov temeljijo na sposobnosti encima, da 
katalizira specifično reakcijo. Ker so metode hitre, zelo specifične in ne zahtevajo velike 
količine vzorca se pogosto uporabljajo v analizi živil. Metode se izvajajo v tekočem mediju, 
trdne vzorce je potrebno le raztopiti v vodi. Dve najpogostejši izvedbi encimskih metod sta 
merjenje končne koncentracije produkta reakcije in merjenje začetne aktivnosti encima, ki 
katalizira reakcijo.[6] 
1.3.2. Fizikalne metode 
Fizikalne metode se uporabljajo predvsem za določitev koncentracije ogljikovih hidratov, 
temeljijo na osnovi fizikalno-kemijskih sprememb, ki se zgodijo ob spremembi koncentracije. 
Pomanjkljivost teh metod je njihova neselektivnost, preko njih lahko določamo celokupno 
koncentracijo ogljikovih hidratov v raztopini. Med pogosto uporabljene metode spadajo 
polarimetrija, merjenje refrakcijskega indeksa, merjenje gostote in IR.[6] 
o Polarimetrija 
Ogljikovi hidrati z nesimetričnim ogljikovim atomom lahko spreminjajo sučnost polarizirane 
svetlobe, so optično aktivni. Za koliko se kot sučnosti spremeni ob prehodu čez raztopino 
ogljikovih hidratov merimo s polarimetrom. Sprememba tega kota je linearno sorazmerna s 
koncentracijo ogljikovega hidrata v raztopini. Meritve so odvisne od temperature, zato se po 
navadi izvajajo pri T=20 °C in z valovno dolžino svetlobe 589,3 nm.[6] 
o Refrakcijski indeks 
Refrakcijski indeks (ali lomni količnik) nekega materiala (n) je enak kvocientu hitrosti svetlobe 
v vakuumu in hitrosti svetlobe v danem materialu. Določimo ga z merjenjem vpadnega (r) in 
lomnega kota (i) na meji med dvema materialoma, razmerje dveh refrakcijskih indeksov 
dobimo iz razmerja sinusov teh dveh kotov. Z višanjem koncentracije ogljikovih hidratov v 
raztopini, se raztopini poveča tudi refrakcijski indeks. Ker je tudi odvisna od temperature in 
valovne dolžine se meritve izvajajo pri T=20° C in valovni dolžini 589,3 nm. Meritev je 
preprosta in se pogosto uporablja pri ugotavljanju vsebnosti sladkorja v medu, sirupih in 
podobnih izdelkih.[6] 
o Gostota 
Ker se z večanjem koncentracije ogljikovih hidratov v raztopini poveča tudi gostota raztopine, 
je tudi to eden od načinov s katerim lahko izmerimo koncentracijo OH. Za meritev se 






Ogljikovi hidrati vsebujejo molekulske skupine, ki absorbirajo infrardečo svetlobo pri 
določenih valovnih dolžinah. Koncentracijo ogljikovih hidratov s to metodo določujemo z 
merjenjem absorbance raztopine, merimo intenziteto IR žarka pred in po prehodu čez 
raztopino.[6] 
 
1.3.3. Kemijske metode  
Kemijske metode temeljijo predvsem na redukcijskih lastnostih ogljikovih hidratov. Iz tega 
razloga je za kvantifikacijo potrebno nereducirajoče sladkorje (npr. saharozo) hidrolizirati v 
reducirajoče. Če hočemo določiti koncentracijo reducirajočih in nereducirajočih sladkorjev v 
mešanici, lahko to storimo tako, da prvo določimo koncentracijo reducirajočih, nato mešanico 
hidroliziramo in določimo še koncentracijo nereducirajočih sladkorjev. Produkte reakcij 
navadno zaznamo ob spremembi barve med reakcijo ali pa obarjanju produkta. Pomanjkljivost 
teh metod je v tem, da določajo celokupno koncentracijo vseh reducirajočih sladkorjev, niso 
selektivne. Težave predstavljajo tudi vse druge reducirajoče zvrsti, ki so lahko prisotne v 
raztopinah. Kemijske metode lahko ločimo v tri kategorije: volumetrične, gravimetrične in 
spektrofotometrične metode.[6] 
o Volumetrija  
Volumetrična metoda za določevanje vseh reducirajočih sladkorjev v raztopini se imenuje 
Lane-Eynonova metoda. Koncentracijo reducirajočih sladkorjev v raztopini pri tej metodi 
določamo tako, da raztopino sladkorjev dodajamo z bireto v erlenmajerico, v kateri imamo 
raztopino bakrovega sulfata z znano koncentracijo in indikator metilen modro. Bakrov sulfat 
reagira s sladkorji, ko zreagira ves bakrov sulfat pa indikator spremeni barvo iz modre v belo. 
Ker reakcija ni stehiometrična je potrebno pred določitvijo narediti umeritveno premico, ki jo 
dobimo z meritvijo raztopin sladkorjev z znano koncentracijo.[6,8] 
o Gravimetrija 
Gravimetrično reducirajoče sladkorje v raztopini določamo z Munson-Walkerjevo metodo. 
Deluje po enakem principu kot Lane-Eynon metoda, reducirajoče sladkorje oksidiramo v 
raztopini ob prisotnosti bakrovega sulfata in alkalnega natrijevega tartrata. Bakrovi ioni se 
reducirajo iz bakrovih(II) ionov v bakrove(I) ione, nastane oborina Cu2O, ki jo prefiltriramo, 
posušimo in stehtamo. Količina nastale oborine je direktno sorazmerna koncentraciji 
reducirajočih sladkorjev v začetni raztopini.[6,8] 
o Spektrofotometrija 
Primer spektrofotometrične metode določevanja koncentracije ogljikovih hidratov je Antron 
metoda. S to metodo določimo koncentracijo vseh sladkorjev v raztopini, reducirajočih in 
nereducirajočih. Raztopino sladkorjev zmešamo z antronom  in žveplovo(VI) kislino in 
segrejemo do vrelišča dokler reakcija ne poteče do konca. Po končani reakciji pustimo da se 
raztopina ohladi in nato izmerimo absorbanco pri valovni dolžni 620 nm. Koncentracija 





1.3.4. Separacijske metode 
Separacijske metode so za analizo ogljikovih hidratov najpogosteje v uporabi. Ena izmed teh 
metod je elektroforeza. Da jo izvedemo moramo sladkorje prvo derivatizirati tako, da postanejo 
nabiti. Derivatizacijo izvedemo najpogosteje kar z reakcijo z borati. Derivatizirane sladkorje 
nato nanesemo na gel, ki se nahaja med dvema elektrodama, in ga priklopimo na enosmerno 
napetost. Molekule se nato premikajo čez gel, manjše molekule se premikajo hitreje od večjih 
in sladkorji se tako ločijo po velikosti.[6] 
Še pogosteje so v uporabi za analizo ogljikovih hidratov razne kromatografske tehnike.  
 
1.4. Kromatografija 
Kromatografija zajema več metod, ki se uporabljajo za ločbo, identifikacijo in določitev med 
sabo podobnih spojin v kompleksni mešanici. Metodo je iznašel ruski botanik Mihail Cvet, ki 
jo je uporabljal za ločevanje rastlinskih barvil kot so klorofil in ksantofil. Raztopine barvil je 
spustil čez stekleno kolono, polnjeno z majhnimi delčki kalcijevega karbonata. Na tej koloni so 
se barvila med sabo ločila, kar je bilo vidno v obarvanih pasovih, po katerih je  metoda dobila 
ime (chroma po grško pomeni barva, graphein pa pisati).[7] 
Vsem kromatografskim metodam je skupno da vzorec raztopimo v mobilni fazi, ki je lahko 
tekoča, plinasta ali superkritična tekočina, mobilno fazo pa spustimo čez stacionarno fazo, ki 
se z mobilno ne meša. Stacionarna faza je fiksirana v neki koloni ali na trdni površini. Mobilna 
in stacionarna faza sta izbrani tako, da se komponente vzorca med njiju razdelijo, med fazama 
prehajajo med seboj različno. Komponente, ki se bolj močno vežejo na stacionarno fazo, po 
koloni potujejo dlje, kot komponente, ki se nanjo vežejo manj močno. Posledica tega je, da se 
različne komponente ločijo na posamezne frakcije, na koncu kolone dobimo posamezno ločeno 
frakcijo, v kateri je samo ena komponenta. Kromatografske metode lahko ločimo glede na tip 
mobilne faze: tekočinska kromatografija (LC), plinska kromatografija (GC) in superkritično-
tekočinska kromatografija (SFC). Vse še nadalje ločimo glede na stacionarno fazo in 
mehanizem ločbe.[7] 
 
1.4.1. Uporaba kromatografije pri določevanju ogljikovih hidratov 
Kromatografske metode so uporabne za kvalitativno in kvantitativno analizo oligosaharidov. 
Mešanice ogljikovih hidratov lahko z njihovo uporabo ločimo na komponente, tako da jih 
spustimo čez kolono, kjer se ločijo glede na posamezne adsorptivne karakteristike. Lahko jih 
ločimo glede na polarnost, velikost ali porazdelitveni koeficient, odvisno od kolone, ki jo 
uporabljamo. Za analizo ogljikovih hidratov se uporabljajo tankoplastna kromatografija (TLC), 







o Plinska kromatografija 
Za uporabo GC je treba ogljikove hidrate pred analizo pretvoriti v hlapne derivate, pogosto 
so za derivate v rabi alditol peracetati. Za detektor se v primeru alditol peraceatov kot 
derivatov uporablja FID detektor ali pa MS detektor, pri katerem je meja zaznave še nižja. 
Problem pri derivatizaciji v alditol peracetate je da gre za dvostopenjski proces, najprej je 
potrebno aldehidno skupino na sladkorju pretvoriti v primarno OH skupino, dobljeni 
alkohol (alditol) pa nato pretvoriti v hlapni peracetat ester. Da je analiza uspešna morata 
oba koraka poteči kvantitativno, hkrati pa je ta postopek tudi precej zamuden in zato ni 
najbolj primeren za rutinske analize. [8] 
o Tekočinska kromatografija 
HPLC je trenutno najbolj uporabljana tehnika ločevanja ogljikovih hidratov. Kljub temu, 
da je manj občutljiva od GC je hitrejša, bolj fleksibilna zaradi večje izbire ločbenih 
mehanizmov in detektorjev, z njo pa lahko analiziramo tudi večje ogljikove hidrate. Med 
najbolj uporabne metode za ločevanje ogljikovih hidratov sodita ionska in porazdelitvena 
(normalno ali reverzno fazna) kromatografija.[8] 
1.4.1.1.Ionska kromatografija z PAD 
Ionska kromatografija je najpogosteje uporabljena metoda za določitev ogljikovih hidratov. 
Sladkorji imajo pKa vrednosti med 12 in 14, so šibke kisline. V raztopini z visokim pH tako 
dobijo negativni naboj in jih lahko ločimo na anionsko-izmenjevalni koloni. Ta vrsta ionske 
kromatografije se imenuje HPAEC. Čas retencije na koloni je odvisen predvsem od dolžine 
verige, mesta vezave in naboja, v glavnem pa velja da večji je sladkor, kasneje se eluira. Za 
stacionarno fazo se uporabljajo anionske funkcionalne skupine, ki so kovalentno vezane na 
nosilec, ki je navadno narejen iz polimerne smole. Te smole pridobivajo s polimerizacijo 
organskih molekul in so različno zamrežene z divinil benzenom. Pri HPAEC se za mobilno 
fazo najpogosteje uporablja raztopina natrijevega hidroksida, med ločbo pa se po gradientu 
dodaja natrijev acetat ali natrijev nitrat.[8] 
Detektor, ki se navadno uporablja v povezavi z HPAEC je pulzno-amperometrični detektor 
(PAD). V osnovi gre pri amperometrični detekciji  za zaznavanje spremembe električnega toka 
v raztopini, ko se analit reducira/oksidira na površini elektrode. Pri zaznavanju ogljikovih 
hidratov je to koristno predvsem, ker za detekcijo ogljikovih hidratov ni potrebno derivatizirati, 
šum pa je minimalen, tako lahko dosežemo nizko mejo določitve. Uporaba PAD z zlato 
elektrodo je najbolj primerna v alkalnem mediju, kar pomeni, da je idealna za uporabo skupaj 
z HPAEC. PAD poteka v treh korakih, vsak traja nek določen čas (60-300 ms): prvi je detekcija 
(elektroda se oksidira, analit pa reducira), drugi korak je čiščenje (potencial se dvigne in 
elektroda se popolnoma oksidira, vsi neželeni produkti se odstranijo), tretji korak pa je 
regeneracija (potencial se spusti in zlato-oksidna plast se odstrani, elektroda je spet enaka kot 
na začetku). Vedno bolj je v sklopu z HPAEC v uporabi tudi MS detektor (masna 





1.4.2. Tekočinska kromatografija 
o Razvoj tekočinske kromatografije 
LC so prvotno izvajali v steklenih kolonah s premeri od 50 do 100 mm in dolžinami do 500 cm. 
Kolone so bile polnjene s trdnimi delci , na katere je bila adsorbirana stacionarna faza. Zaradi 
zagotavljanja boljšega pretoka so bili delci sorazmerno veliki (od 150 do 200 µm), a so bili 
pretoki kljub temu vseeno zelo majhni, separacije so trajale tudi po več ur. Znanstveniki so 
ugotovili, da bi lahko separacije drastično skrajšali z uporabo manjših delcev v koloni, a to 
tehnično ni bilo mogoče vse do 1960-ih, ko so na voljo postale kolone z delci vse do velikosti 
od 3 do 10 µm. Uporaba teh kolon je zahtevala posebno instrumentacijo, separacija na tovrstni 
koloni namreč zahteva visok tlak. [7] 
o Normalno-fazna kromatografija in HILIC 
Normalno-fazna kromatografija in HILIC sta vrsti porazdelitvene kromatografije. To pomeni, 
da je stacionarna faza tekočina, ki se z mobilno fazo ne meša. Lahko imamo sistem tekočina-
tekočina, v katerem je SP adsorbirana na trdni nosilec v koloni, večinoma pa je v uporabi sistem, 
v katerem je stacionarna faza kemično, s kovalentnimi vezmi, vezana na nosilec, posledica je 
bolj stabilna stacionarna faza, ki se ne raztaplja v mobilni fazi.[7] 
Izraz normalno-fazna kromatografija se uporablja za ločbe, kjer  je v uporabi stacionarna faza 
polarne narave. Večina kolon, ki so v uporabi, ima za stacionarno fazo delce silike, polarnost 
stacionarne faze pa je odvisna od molekul, ki so na siliko vezane. Če je ta plast molekul polarna, 
se kolona uporablja za normalno-fazno kromatografijo, če pa nepolarna pa za reverzno-fazno 
kromatografijo. Pri normalno-fazni kromatografiji se prvo eluirajo molekule, ki so manj 
polarne, elucijski čas skrajšamo s povečanjem polarnosti mobilne faze.[7] 
HILIC je ena od vedno bolj uporabljanih separacijskih tehnik za ločevanje ogljikovih hidratov. 
Podobno kot normalno-fazna kromatografija ima hidrofilno stacionarno fazo, mobilna faza pa 
je polarna organska faza in voda (slika 7). V praksi je boljša za ločevanje ogljikovih hidratov, 
ker pri pripravi vzorca ni potrebno paziti, da se voda ne vnese v vzorec, hkrati pa se lahko lažje 
sklopi z MS detektorjem. Za stacionarno fazo se uporablja silika, derivatizirana ali ne, za ločbo 
ogljikovih hidratov pa je najpogosteje v rabi amidno derivatizirana silika.[7,9,11] 
o Komponente kromatografa 
- Mobilna faza 
Izbira mobilne faze ima velik vpliv na potek ločbe. Med ločbo je shranjena v zaprti posodi, 
iz katere se s pomočjo črpalke črpa v sistem. Vse komponente mobilne faze je potrebno 
pred uporabo prefiltrirati, da ne vsebujejo trdnih delcev in prepihati z inertnim plinom, da 
se odstranijo vsi raztopljeni plini. Če za mobilno fazo uporabljamo le eno topilo, oziroma 
je mešanica več komponent skozi celo ločbo enaka, gre za izokratsko elucijo, če pa sestavo 
mobilne faze med ločbo spreminjamo gre za gradientno elucijo. Pri HILIC med ločbo 
gradientno spreminjamo sestavo mobilne faze in sicer razmerje med acetonitrilom in 
vodo/amonijevim formatom. S tem spreminjamo polarnost mobilne faze, večji je delež 
vode, bolj je mobilna faza polarna. Z vedno bolj polarno mobilno fazo tako eluiramo vedno 




- Črpalka  
Naloga črpalke v LC sistemu je zagotavljanje stalnega pretoka mobilne faze skozi kolono. 
Črpalka mora zagotavljati tlake do več sto barov, zagotavljati mora pretoke od 0,1 do 10 
ml/min in biti odporna na korozijo topil, ki se pretakajo skozi črpalko. Pogosto so v uporabi 
črpalke z dvema batoma, ki se gibljeta izmenično, eden je v sesalnem, drugi pa v tlačnem 
hodu. Prednost take črpalke je možnost ustvarjanja zelo visokega tlaka, prilagodljivost na 
gradient mobilne faze in konstanten pretok.[7] 
- Injektorski sistem 
Injiciranje vzorca je pri HPLC sistemih problematično zaradi visokega tlaka, zato injiciranje 
direktno v sistem ni mogoče. Za injiciranje vzorca se najpogosteje uporablja injektorska 
zanka. Raztopina vzorca se v prvi fazi pretaka skozi zanko, ki ima točno določen volumen, 
presežek pa gre v odpad. Medtem je tok mobilne faze povezan direktno s kolono, ta del 
sistema je pod tlakom. V drugi fazi se zanka prestavi tako, da se zanka, v kateri je raztopina 
vzorca postavi vmes med tok mobilne faze in kolono, tako mobilna faza iz zanke izpere vso 
raztopino vzorca, ki se je notri nahajala. Vzorec se v tej fazi prenese naprej na kolono. Na 
modernih kromatografih je ta injektorski sistem navadno avtomatiziran, s takšnim sistemom 
so dosegljive boljše ponovljivosti.[7,12] 
- Separacijska kolona 
Separacijska kolona je osrednji del vsakega HPLC sistema.  Najdemo jih v obliki cevi 
različni dimenzij, navadno je cev narejena iz nerjavečega jekla, lahko pa tudi iz stekla ali 
polimerov. V cevi se nahaja polnilo v obliki majhnih delcev, na katerega je vezana 
stacionarna faza. Manjši so ti delci, boljša je ločba, vendar je za ločbo na koloni z manjšimi 
delci pri istem pretoku potreben višji tlak zaradi večjega upora. Stacionarno fazo izberemo 
glede na vrsto ločbe.[7] 
Pri HILIC sistemu so v uporabi kolone z nederivatizirano ali derivatizirano siliko. 
Nederivatizirana silika je v uporabi predvsem, ker je dobro obstojna, je pa težavna, ker se 
lahko v nekaterih primerih analiti nanjo vežejo ireverzibilno. Zato je trenutno v uporabi 
predvsem modificirana silika. Za HILIC je uporabnih več vrst funkcionalnih skupin (amino, 
amidna, diolska, ciano in ostale polarne skupine), a je zaradi svoje inertnosti najbolj v 
uporabi silika z amidno skupino. Ker funkcionalna skupina ni nabita, stacionarna faza ne 









- Detektor  
Analit se po ločbi na separacijski koloni eluira v posameznih frakcijah, majhnih volumnih 
mobilne faze. Naloga detektorja je zaznati del mobilne faze, v kateri se nahaja analit, ko ta 
zapusti kolono. Prisotnost analita se zazna na podlagi njegovih fizikalno-kemijskih 
lastnosti, od teh je odvisna izbira detektorja. Odziv detektorja se kot električni signal 
integrira s pomočjo računalnika. Izbrani detektor mora biti ustrezno občutljiv na analit, 
stabilen, ponovljiv, idealno je, da ima linearen odziv v širokem območju koncentracije 
analita, biti mora tudi selektiven. Pri detektorjih za HPLC sisteme je pomembno tudi, da 
imajo minimalni notranji volumen, pomembna je tudi meja zaznave.[7] 
Pri fluorescenčnem detektorju (FLD) je intenziteta emitirane svetlobe sorazmerna 
koncentraciji analita. FLD je navadno sestavljen iz vira svetlobe, filtra, pretočne celice, 
filtra za emitirano svetlobo in fotoelektričnega detektorja, ki je postavljen pravokotno na 
vir svetlobe, da ga le-ta ne moti. Vir svetlobe je v preprostih detektorjih živosrebrova 
žarnica, v bolj dovršenih detektorjih pa navadno srečamo ksenonovo žarnico. V bolj 
preprostih filtrih za izolacijo valovnih dolžin srečamo enega ali več filtrov, v bolj dovršenih 
pa monokromator, ki želeno valovno dolžino izolira bolj natančno. FLD je v praksi koristna 
predvsem zaradi visoke selektivnosti in visoke občutljivosti, ki je za red velikosti večja kot 
druge absorpcijske tehnike. Njegovo uporabo omejuje njegova specifičnost, saj je število 
spojin, ki fluorescirajo omejeno. Število možnih spojin, ki jih lahko zaznamo z FLD lahko 
povečamo tako, da spojine, ki ne fluorescirajo derivatiziramo. To storimo tako, da nanje 
















1.5. Derivatizacija ogljikovih hidratov za detekcijo z FLD 
1.5.1. Fluorescenca  
Fluorescenca je pojav, pri katerem elektrone atoma ali molekule vzbudimo v višje energijsko 
stanje z svetlobo določene valovne dolžine. Ob prehodu elektrona nazaj v nižje energijsko 
stanje se energija sprosti v obliki svetlobe, ki jo lahko zaznamo. Najpreprostejši tip fluorescence 
je resonančna fluorescenca, ki jo najdemo pri parah atomov. Primer tega je atom natrija, ki ga 
vzbujamo s svetlobo z valovnima dolžinama 589,6 in 589,0 nm. Pri tem se elektroni iz 3s 
orbitale vzbudijo v 3p orbitale. Pri prehodu nazaj v nižje energijsko stanje atomi izsevajo 
svetlobo enakih valovnih dolžin kot tiste, s katerimi smo jih vzbujali.[7,13] 
Pojav fluorescence je pogost tudi v molekulah, vendar tam emitirana svetloba najpogosteje ni 
enaka ekscitacijski, emitirane valovne dolžine so daljše. Ta pojav se imenuje Stokesov premik. 
Zaradi Paulijevega izključitvenega principa sta v molekulski orbitali lahko le dva elektrona, ki 
imata nasproten spin. Ko eden od elektronov preide na višje energijsko stanje nastane singletni 
ali tripletni sistem. V singletnem sistemu so elektroni med seboj spinsko sparjeni (imajo 
nasprotni spin), v tripletnem pa med seboj niso sparjeni, spini so med seboj paralelni. Stanji se 
med seboj razlikujeta, najbolj vidno je to v verjetnosti prehoda med energijskimi stanji. Prehod 
iz singletnega vzbujenega stanja v singletno osnovno stanje je fluorescenca in je veliko bolj 
verjeten kot prehod iz vzbujenega tripletnega stanja v osnovno singletno stanje, čemur rečemo 
fosforescenca. Razlog za Stokesov premik je v tem, da lahko elektron iz vzbujenega singletnega 
stanja preide na kateregakoli od vibracijskih nivojev osnovnega singletnega stanja. Če preide 
na najvišji vibracijski nivo osnovnega stanja je valovna dolžina emitirane svetlobe večja kot v 
















1.5.2. Derivatizacija ogljikovih hidratov 
Ogljikovi hidrati sami po sebi niso primerni za spektrofotometrično detekcijo, saj nimajo 
nobenih kromoforjev, svetlobo pa absorbirajo v območju 190-210 nm, kjer absorbirajo tudi 
organska topila. Zaradi tega si pri detekciji ogljikovih hidratov pogosto pomagamo z 
derivatizacijo le-teh. Najpogosteje uporabljen proces derivatizacije je reduktivna aminacija. 
Reduktivna aminacija je proces v katerem ogljikov hidrat prvo izpostavimo mešanici dimetil 
sulfoksida in ocetne kisline, tvori se Schiffova baza. Nastala Schiffova baza nato reagira z 
molekulo, ki fluorescira, nato pa se v prisotnosti reducenta reducira v stabilen derivat (Slika 
10). Kot reducent se najpogosteje uporablja natrijev cianoborohidrid. Prednost reduktivne 
aminacije je, da reakcija poteče stehiometrično, kar omogoča kvantifikacijo z FLD 
sistemom.[8,9,10,14,15]  
Za derivatizacijo je v uporabi več različnih fluorescenčnih molekul, za ločbo na HPLC sistemu 
pa so najpogostejše 2-aminobenzojska kislina (2-AA, slika 7), 2-aminobenzamid (2-AB, slika 
8) in 2-aminopiridin (2-AP, slika 9). Najpogosteje v praksi srečamo 2-AA in 2-AB, saj je 2-AP 
zaradi nizke hidrofobnosti problematičen pri ločevanju mešanic ogljikovih hidratov, je pa tudi 
manj občutljiv v primerjavi z ostalimi. 2-AB je zaradi nenabitosti pogosto uporabljen v HILIC 
sistemih, 2-AA pa je zaradi naboja pogosto uporabljen v MS ali CE sistemih.[9,10] 
 
 
Slika 7: Struktura 2-aminobenzojske kisline (2-AA) 
Slika 8: Struktura 2-aminobenzamida (2-AB) 
Slika 9: Struktura 2-aminopiridina (2-AP) 
 







2. Namen dela 
Cilj tega diplomskega dela je bil preveriti aplikativnost treh različnih derivatizacijskih 
reagentov za FLD detekcijo ogljikovih hidratov. V sklopu tega sem želel izvesti pregled 
literature na tem področju, najti primeren postopek za izvedbo derivatizacije ogljikovih 
hidratov, da so primerni za FLD detekcijo in določiti kromatografske pogoje za ločbo ogljikovih 
hidratov. To je vključevalo določitev vrste kromatografije, izbiro kromatografske kolone, izbiro 
pravih topil in določitev kromatografskih parametrov. Ti parametri vključujejo temperaturo, 
injekcijski volumen, gradient topil in valovne dolžine za vzbujanje in emisijo za določevanje 
fluorescence.  
Hkrati s primerjavo treh derivatizacijskih reagentov sem izvedel še optimizacijo gradienta topil 
za ločbo derivatiziranega vzorca in določitev obstojnosti vzorca derivatiziranega z 2-AB po 
enem dnevu v zmrzovalniku in na sobni temperaturi. Izvedel sem tudi validacijo metode, v 



























3. Eksperimentalni del 
Eksperimentalno delo sem izvajal na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani, na katedri za analizno kemijo in v laboratoriju podjetja Chemcom v Domžalah. 
3.1. Reagenti 
 2-aminobenzamid (čistost: ≥98%), proizvajalec: Sigma-Aldrich 
 2-aminobenzojska kislina (čistost: ≥98%), proizvajalec: Sigma-Aldrich 
 2-aminopiridin (čistost: ≥99%), proizvajalec: Sigma-Aldrich 
 Natrijev cianoborohidrid (čistost: 95%), proizvajalec: Sigma-Aldrich 
 Dimetil sulfoksid (DMSO), (čistost: ≥99%), proizvajalec: Fisher Scientific 
 Ocetna kislina, ledocetna, proizvajalec: Gram mol 
 Acetonitril, (čistost: ≥99%), proizvajalec: Fisher Scientific 
 Amonijev format, (čistost: ≥99,9%), proizvajalec: Sigma-Aldrich 
 Formična kislina, (čistost: ≥98%), proizvajalec: Honeywell/Fluka 
 Voda, MQ, proizvajalec: Millipore 
 D-glukoza (čistost: p.a.), proizvajalec: Kemika 
 Maltodekstrin, proizvajalec: Myprotein 
3.2. Aparature in laboratorijski pribor 
 Analitska tehtnica; Mettler Toledo; 
 Tehtnica, Entris; 
 Sušilnik, Kambič; 
 Avtomatske pipete; Brand Transferpette; 
 Laboratorijska steklovina; 
 pH-meter, Mettler Toledo; 
 Magnetni mešalnik, IKA Topolino 
 Kolona: Acquity UPLC BEH amide 1,7 µm, Waters 
 Instrument: Thermo Scientific, Dionex, Ultimate 300, UHPLC 
 Gradientna črpalka: Pump LPG-3400SD;  
 Avtomatski vzorčevalnik: Sampler WPS-3000 SplitLoop;  
 Grelec za kolono: Col. Comp. TCC-3200;  
 Detektor: fluorescenčni detektor PCM 3000;  
 Program za obdelavo podatkov: Chromeleon 7.2; 








3.3. Kromatografski pogoji  
 Kolona: Acquity UPLC BEH AMIDE (2,1 x 100 mm, 1,7 µm; Waters) 
 Temperatura kolone: 40 ⁰C 
 Temperatura vzorčevalnika: 15 ⁰C 
 Volumen injiciranja: 5,0 µl 
 Pretok mobilne faze: 0,5 ml/min 
 Detekcija: FLD – Fluorescenčni detektor: 320/420 nm 
 Gradient:  
 Mobilna faza A: deionizirana voda, MQ 
 Mobilna faza B: Acetonitril 
 Mobilna faza C: 0,1 M amonijev format, pH=4,5 
Tabela 1: Gradient pri končni metodi 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 10 90 0 
3 10 90 0 
15 40 60 0 
16 10 90 0 
20 10 90 0 
 
3.4. Priprava derivatov 
Prvo pripravimo topilo za raztapljanje vzorca (maltodekstrin) tako, da zmešamo 2 ml ledocetne 
kisline in 14 ml DMSO. Nato natehtamo okoli 20 mg vzorca in ga raztopimo v 10 ml mešanice 
topil. Raztopino dobro premešamo, če se vse ne raztopi jo prefiltriramo z NY 0,45 µm filtri. V 
10 ml raztopine raztopimo približno 25 mg barvila, nato pa še 30 mg reducenta (natrijev 
cianoborohidrid). Raztopino dobro premešamo in damo inkubirat na 65 ⁰C za 3 ure. Po končani 
reakciji prenesemo 50 µl raztopine v vialo in nato v vialo dodamo še 950 µl mešanice pufra 
amonijevega formata in acetonitrila. Mešanico pripravimo tako, da zmešamo 1 ml pufra in 9 
ml acetonitrila. Postopek je enak za vsa tri barvila. Pri pripravi D-glukoze za validacijo metode 
sem uporabil enak postopek kot pri maltodekstrinu, le da sem uporabil drugačne zatehte. D-
glukoze sem natehtal 7 mg, 2-AB približno 50 mg in natrijevega cianoborohidrida približno 60 
mg. 
Priprava pufra 
Pufer pripravimo tako, da v bučki z volumnom en liter raztopimo 6,3 g amonijevega formata. 









4. Rezultati in razprava 
Pri kromatografski analizi sem uporabljal kromatograf Thermo Scientific Dionex Ultimate 
3000 sklopljen z FLD detektorjem. Po pregledu literature in materiala s strani proizvajalca sem 
se odločil za ločbo po režimu HILIC, uporabil sem kolono Acquity UPLC BEH amide.  
4.1. Določevanje gradienta topil 
 Gradient mobilne faze sem določeval z vzorcem (maltodekstrin) derivatiziranim z 2-
aminobenzamidom.  
- Metoda 1 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 0,5 ml/min, gradient pa kot je naveden v Tabeli 2. 
Nastavitve za FLD detektor so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 1,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 2: Gradient topil pri metodi 1 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 0 90 10 
5 0 90 10 
30 0 40 60 
31 0 90 10 
35 0 90 10 
 
 





Slika 12: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 1, injekcijski volumen je 5 µl 
Večina komponent mešanice se je izločilo že po dvajsetih minutah (sliki 11 in 12), zato sem 
metodo lahko skrajšal. Vrhovi so pri tej metodi popolnoma ločeni. 
- Metoda 2 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 0,500 ml/min, gradient pa kot je naveden v Tabeli 3.  
Nastavitve za FLD detektor so bile: 
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 4,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 3: Gradient topil pri metodi 2 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 0 90 10 
3 0 90 10 
20 0 60 40 
21 0 90 10 





Slika 13: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 2, injekcijski volumen je 5 µl 
Ponovno se je izkazalo, da se komponente spojine izločajo dokaj hitro in da se da metodo še 
skrajšati (slika 13). Povečal sem tudi pretok.  
- Metoda 3 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 0,750 ml/min, gradient pa kot je naveden v Tabeli 4. 
Nastavitve za FLD detektor pa so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 2,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 4: Gradient topil pri metodi 3 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 0 90 10 
3 0 90 10 
15 0 60 40 
16 0 90 10 






Slika 14: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 3, injekcijski volumen je 5 µl 
Separacija pri tej metodi je zadovoljiva (slika 14), pri naslednji metodi pa sem poskusil, če jo 
lahko dosežem z manjšim pretokom. 
- Metoda 4 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 0,500 ml/min, gradient pa kot je naveden v Tabeli 5. 
Nastavitve za FLD detektor pa so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 2,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 5: Gradient topil pri metodi 4 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 0 90 10 
3 0 90 10 
15 0 60 40 
16 0 90 10 





Slika 15: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 4, injekcijski volumen je 5 µl 
Tudi pri manjšem pretoku je separacija dobra (slika 15). Pri naslednji metodi sem ugotavljal 
kakšna je separacija, če namesto pufra uporabim kar MQ vodo. 
- Metoda 5 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 0,500 ml/min, gradient pa kot je naveden v tabeli 6. 
Nastavitve za FLD detektor pa so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm, 
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 5,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 6: Gradient topil pri metodi 5 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 10 90 0 
3 10 90 0 
15 40 60 0 
16 10 90 0 





Slika 16: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 5, injekcijski volumen je 5 µl 
Izkazalo se je, da je separacija dovolj dobra tudi brez uporabe pufra (slika 16), zato sem zavoljo 
varčnosti nadalje snemal kromatograme brez uporabe pufra. Poskusil sem še, kaj se zgodi, če 
pri tej metodi povečam pretok. 
- Metoda 6 
Pretok mobilne faze pri tej metodi je bil 1,000 ml/min, gradient pa kot je naveden v Tabeli 7. 
Nastavitve za FLD detektor pa so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 2,  
 filter wheel: 370 nm. 
Tabela 7: Gradient topil pri metodi 6 
Čas [min] Faza A [%] Faza B [%] Faza C [%] 
0 10 90 0 
3 10 90 0 
15 40 60 0 
16 10 90 0 





Slika 17: Kromatogram vzorca z 2-AB, posnet po metodi 6, injekcijski volumen je 5 µl 
Izkazalo se je, da v tem primeru dobim manj vrhov (slika 17), verjetno je ponekod prišlo do 
delne koelucije.  
Za snemanje nadaljnjih kromatogramov sem uporabljal metodo 5, saj je ločba po tej metodi 

















4.2. Primerjava barvil 
Vse vzorce sem derivatiziral po postopku opisanem v poglavju 3.3., s tremi različnimi barvili. 
Kromatogram vsakega od vzorcev sem nato posnel trikrat, enkrat z injekcijskim volumnom 2 
µl, enkrat z injekcijskim volumnom 5 µl in tretjič ponovno z injekcijskim volumnom 5 µl, 
ampak z multi-channel snemanjem na FLD detektorju. Vsi kromatogrami so bili posneti po 
režimu metode 5.  
FLD nastavitve za snemanje vzorca z 2-AA so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 360 nm, 
 emisijska valovna dolžina: 425 nm,  
 občutljivost: 4, 
 filter wheel: 370 nm. 
FLD nastavitve za snemanje vzorca z 2-AP so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 310 nm, 
 emisijska valovna dolžina: 380 nm, 
 občutljivost: 4, 
 filter wheel: 370 nm. 
FLD nastavitve za snemanje vzorca z 2-AB so bile:  
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm, 
 emisijska valovna dolžina: 420 nm,  
 občutljivost: 5, 
 filter wheel: 370 nm. 













- Injekcijski volumen 2 µl 
Slika 18 prikazuje kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, slika 19 kromatogram vzorca 
derivatiziranega z 2-AB in slika 20 kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP. Pri vseh treh 
kromatogramih je injekcijski volumen 2 µl, vsi trije kromatogrami pa so posneti po metodi 5. 
 
Slika 18: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, injekcijski volumen 2 µl 
 




Slika 20: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP, injekcijski volumen 2 µl 
Na kromatogramih vzorca z 2-AA in 2-AB je razvidna dobra ločba vrhov, na kromatogramu 
vzorca z 2-AP pa je ločba malo slabša. Na kromatogramu vzorca z 2-AP so vidne tudi manjše 
intenzitete vrhov kot pri drugih dveh kromatogramih. Pri vseh treh kromatogramih so vrhovi z 

















- Injekcijski volumen 5 µl 
Slika 21 prikazuje kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, slika 22 kromatogram vzorca 
derivatiziranega z 2-AB in slika 23 kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP. Pri vseh treh 
kromatogramih je injekcijski volumen 5 µl, vsi trije kromatogrami pa so posneti po metodi 5. 
 
Slika 21: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, injekcijski volumen 5 µl 
 




Slika 23: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP, injekcijski volumen 5 µl 
Ponovno vidimo lepo ločbo vrhov na kromatogramih vzorca z 2-AA in 2-AB ter slabšo ločbo 
na kromatogramu vzorca z 2-AP. Kot posledica večjega injekcijskega volumna so vse 
intenzitete višje kot v primeru manjšega, razmerja med intenzitetami pa so enaka kot pri 
manjšem injekcijskem volumnu. V tem primeru so na kromatogramih vrhovi z daljšim 















- Multi-channel snemanje 
Slika 24 prikazuje kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, slika 25 kromatogram vzorca 
derivatiziranega z 2-AB in slika 26 kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP. Pri vseh treh 
kromatogramih je injekcijski volumen 5 µl, vsi trije kromatogrami so posneti po metodi 5, FLD 
pa je nastavljen na multi-channel snemanje. 
 
Slika 24: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AA, injekcijski volumen 5 µl, multi-channel snemanje 
 





Slika 26: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AP, injekcijski volumen 5 µl, multi-channel snemanje 
Za primerni sta se izkazali barvili 2-AA in 2-AB, saj sem pri obeh dosegel dobro ločbo in lepe 
vrhove. Pri kromatogramih z večjim injekcijskim volumnom sem dobil tudi večjo intenziteto 
signalov na kromatogramu, na ta način so se na kromatogramu bolj jasno prikazali tudi večji 
sladkorji z daljšimi retencijskimi časi, zato je bolj primerno, da je injekcijski volumen 5 
namesto 2 µl. Večjo intenziteto signala daje vzorec z 2-AB, zato je ta najbolj primeren za 
analizo ogljikovih hidratov. Retencijski časi za posamezne ogljikove hidrate se razlikujejo med 
različnimi derivati, kar nakazuje na vlogo barvila pri interakciji z stacionarno fazo med ločbo 
na koloni. Najnižjo intenziteto signala in ne preveč dobro ločbo sem dobil pri vzorcu 
derivatiziranim z 2-AP, razlog za slabšo ločbo je morda v tem, da je 2-AP manj hidrofoben kot 
ostali dve barvili. Glede multi-channel snemanja sem ugotovil, da ne zazna največjih ogljikovih 
hidratov, ki so prisotni v najmanjših količinah in se eluirajo na koncu, razen tega pa so 
intenzitete signalov dokaj podobne. Za kvantifikacijo vzorca bi bilo potrebno posneti 
kromatogram nekega standarda ali dekstranske lestve in primerjati intenzitete z intenzitetami 










4.3. Obstojnost derivatov 
 
Vzorec smo derivatizirali po postopku opisanem v poglavju 3.3., del vzorca smo nato pustili za 
en dan na laboratorijskem pultu, na sobni temperaturi, drugi del pa dali za en dan v zmrzovalnik. 
Kromatograma smo posneli po metodi 5, nastavitve za FLD detektor so bile: 
 vzbujevalna valovna dolžina: 320 nm,  
 emisijska valovna dolžina je bila 420 nm,  
 občutljivost 5, 
 filter wheel na 370 nm.  
 
Slika 27: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AB po enem dnevu na sobni temperaturi 
 
Slika 28: Kromatogram vzorca derivatiziranega z 2-AB po enem dnevu v zmrzovalniku 
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Na kromatogramu z vzorcem, ki je bil na sobni temperaturi (slika 27) manjkajo večji ogljikovi 
hidrati, intenzitete tistih vrhov z daljšimi retencijskimi časi pa so dosti nižje kot intenzitete 
istoležnih vrhov na kromatogramu vzorca, ki je bil v zmrzovalniku (slika 28). Hkrati  intenzitete 
manjših ogljikovih hidratov (tistih z nižjim retencijskim časom) ostajajo približno enake, se ne 
povečajo. To kaže na razpad derivatov na sobni temperaturi, razpadejo v večji meri derivati 
večjih ogljikovih hidratov, očitno pa ne razpadejo večji ogljikovi hidrati kot taki na manjše, saj 
se koncentracija manjših ne poveča.  
4.4. Validacija metode 
Validacija metode je proces, ki se izvaja da preverimo, če metoda ustreza zahtevanim kriterijem 
in je primerna za uporabo. Za validacijo metode sem uporabil D-glukozo, ki sem jo označil z 
2-AB po enakem postopku kot maltodekstrin. Za redčenje sem uporabljal 50% acetonitril. 
Preveril sem ponovljivost, linearnost, občutljivost in robustnost. 
4.4.1. Ponovljivost 
Ponovljivost sem preveril tako, da sem 5x zaporedoma injiciral vzorec z masno koncentracijo 
3,0 µg/ml z isto metodo in pod enakimi kromatografskimi pogoji. Rezultate sem zbral v tabeli 
8. 
Tabela 8: Ponovljivost injiciranja 
γ [µg/mL] = 3,0 µg/mL 







SD [counts × min]  3045 
RSD [%] 0,2 
 
Dobljeni RSD je nizek, kar pomeni, da je metoda ponovljiva. 
4.4.2. Linearnost 
Linearnost sem preveril tako, da sem meril odzivnost vzorca v koncentracijskem območju 0,5-
5 µg/ml. Pri vsaki koncentraciji sem meritev izvedel trikrat, ovrednotil sem vrhove ter izračunal 
povprečne vrednosti in relativni standardni odklon za vsako koncentracijo. Z dobljenimi 
podatki sem določil umeritveni premico in korelacijski koeficient.  
Tabela 9: Linearnost metode (območje 0,5-2,5 µg/ml) 
  0,5µg/mL 1 µg/mL 1,5 µg/mL 2 µg/mL 2,5 µg/mL 
konc [µg/mL] 0,50 1,00 1,50 2,00 2,50 
A [countsxmin] 
287237 613354 973872 1301743 1645957 
285604 612881 979042 1300723 1646190 
287420 613344 977808 1303231 1648432 
povp. 286754 613193 976907 1301899 1646860 




Tabela 10: Linearnost metode (območje 3,0-5,0 µg/ml) 
  3 µg/mL 3,5 µg/mL 4 µg/mL 4,5 µg/mL 5µg/mL 
konc [µg/mL] 3,00 3,50 4,00 4,50 5,00 
A [countsxmin] 
1941359 2401180 2619421 2959971 3327778 
1947432 2391204 2615219 2960457 3320663 
1941846 2386207 2612258 2959565 3288977 
povp. 1943546 2392864 2615633 2959998 3312472,667 
RSD [%] 0,2 0,3 0,1 0,0 0,6 
 
 Enačba umeritvene premice: y = 672054x – 42398 
 Korelacijski koeficient: R² = 0,999 
 
Slika 29: Umeritvena krivulja za D-glukozo 
V farmaciji je kriterij za linearnost velikost korelacijskega koeficienta vsaj 0,999, kar ta 
































Mejo detekcije in kvantifikacije sem določil na podlagi razmerja med signalom in šumom (S/N, 
angleško signal to noise ratio). Za mejo kvantifikacije je kriterij, da mora bit S/N več kot 10, za 
mejo detekcije pa mora biti S/N večji od 3.[16] Za LOQ je bilo željeno razmerje okoli 30. 
Rezultate sem zbral v spodnji tabeli (tabela 11).  
Tabela 11: Določitev občutljivosti metode 
LOQ LOD 
A [counts x min] S/N γ [µg/mL] A [counts x min] S/N γ [µg/mL] 
18438 30,3 0,05 3104 5,5 0,01 
   
Dobljeni LOD in LOQ sta sorazmerno nizka, glede na to, da je fluorescenca zelo občutljiva pa 


























V okviru diplomskega dela sem optimiziral postopek za ločbo ogljikovih hidratov in primerjal 
različna barvila, s katerimi se ogljikove hidrate derivatizira za fluorescenčno detekcijo. Kot 
vzorec sem uporabil komercialno dostopen maltodekstrin, za validacijo metode pa sem uporabil 
D-glukozo. 
 Ogljikovi hidrati sami po sebi ne fluorescirajo, zato sem jih derivatiziral s tremi različnimi 
barvili in jih med sabo primerjal. Med sabo sem primerjal 2-AB, 2-AA in 2-AP, vsi trije se na 
ogljikove hidrate vežejo preko reduktivne aminacije. Ugotovil sem, da se za fluorescenčno 
detekcijo ogljikovih hidratov najbolje obnese 2-AB, saj sem na kromatogramih vzorca 
derivatiziranega z 2-AB dosegel lepe ločbe vrhov z dobrimi intenzitetami signala. Dobre 
rezultate daje tudi 2-AA, intenzitete vrhov z najdaljšimi retencijskimi časi pa so manj intenzivni 
kot pri 2-AB. 2-AP se je obnesel najslabše, saj pri vzorcu derivatiziranim z njim nisem dosegel 
lepe ločbe, poleg tega pa so bile intenzitete vrhov nižje kot pri ostalih dveh barvilih.  
 Za ločbo ogljikovih hidratov sem izbral HILIC, kjer sem ogljikove hidrate ločeval glede na 
njihovo polarnost, vzorcev pa tudi ni bilo potrebno prečistiti pred injiciranjem, saj odvečno 
barvilo ni motilo ločbe. Za ločbo sem uporabil kolono Acquity UPLC BEH amide. Določil sem 
optimalen gradient za ločbo na tej koloni, s tem gradientom sem izvajal tudi vse nadaljnje 
analize.  
Preverjal sem tudi obstojnost derivatiziranih ogljikovih hidratov na sobni temperaturi in v 
zmrzovalniku ter ugotovil, da so derivati bolj obstojni v zmrzovalniku. Izkazalo se je, da na 
sobni temperaturi razpadajo predvsem derivati večjih ogljikovih hidratov, saj so intenzitete 
signalov vrhov, ki predstavljajo manjše ogljikove hidrate, pri vzorcu na sobni temperaturi ostale 
približno enake kot tiste pri vzorcu iz zmrzovalnika. 
Na koncu sem metodo še validiral. V okviru validacije sem preveril ponovljivost, linearnost in 
občutljivost. Ugotovil sem, da je ponovljiva in linearna. Mejo detekcije sem določil pri masni 
koncentraciji 0,01 µg/ml, mejo kvantifikacije pa pri 0,05 µg/ml. Metoda je primerna za ločbo 
in določevanje vse sladkorjev, tako monosaharidov, oligosaharidov in polisaharidov, ki jih 
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